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Flukonazol'iin Candida Albicans

@

Suslarina Etkinliginin In-Vitro
Mikrodiliisyon Yontemi Ile

Arastirilmasi

Semra KUSTIMUR?, Levent KUTLUAY*, Sema YAVUZ*

Ozet: Yeni bir triazol tiirevi antifungal olan flukona-
zol'iin in-vive wve in-vitro duyarhligr aresinda oldukga
farkly sonuglar elde edilmektedir. Cegitli kandidozlarda
in-vivo etkinligi basanih bulunmasina ragmen, kandida-
larle yapilan bazi in-vitre caligmalarda flukonazol'in
yiiksek yogunlukta bile etkili olmadifr gosterilinekiedir.

Caligmarmizda mikrodiliisyon yontemi ile, gentamisinli
Sabouraud buyyonu kullamlerak, flukonazol'iin Candida
albicans suglarma etkisi incelendi. En diistik engelleyici
yogunluk (MIC) degerieri 0.5-64 mikrogr{ml arasinda,
MICz ve MICy, deferleri ise 1 ve 32 mikrogr/ml olarak
bulundu. Flukonazol bazi suglara 128 mikrogriml
yofunlukta bile etkili degildi. Yeni bir antifungal olan ve
klinik wygulamalarda bagarl: bulunan flukonazol in-
vitro duyarlibk testlerinde aym  derecede etkili
goriilmemekte ve hatta baxz Candida albicans suglarina
kargi yiiksek konsantrasyonlarda etkisiz olabilmektedir.
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Investigation of In-viire Activity of Fluconazole
Against Candida Albicans Strains by the Microdi-
lution Techunigue

Summary: Different resulis have been obtained bel-
ween in-vitro and in-vivo sensitivities of the new antifun-
gal trinzole derivative fluconazole, in several studies. Ali-
hough the in-vive activity of fluconazole in candidiasis
has been found to be sufficient, some in-vitro studies
have shown that even high concentrations of fluconazole
are not inhibitory to Candida albicans.

In our study, we investigated the effect of fluconazole by
the microdilution techmique on strains of Candida albi-
cans using Sabouraud Dextrose broth with gentamycin.
Minimum inhibitory concentration (MIC) valites were
found to be 0.5-64 microgr/mi, MICsy and MiCyy values
were 1 and 32 microgr/ml respectively. Some sitrains
were resistant to fluconazole even at a high concentra-
tions of 128 mikrogrfml.

Although the new antifungal fluconazole has been found
very succesful in clinical applications it is not equally
succesful in in-vitro sensitivity tests and even uneffective
against some Candida albicans strains at high concent-
rations.

Fluconazole, Candida albicans, MIC
values, Microdilution technigue.
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Girig

irnidazol ailesinin, en yeni tiyesi olan flukonazol
{(Fluconazole, UK-49,858) bir triazoldiir. Genig etki
spektrumu ile sistemik ve yiizeyel mantar enfek-
sivonlarirun tedavisinde kullamlmaktadir.

Flukonazol'iin antifungal aktivitesi ketokonazol
ile avru olup, mantar hiicresinde ergosterol sentezi-

{(*) Gazi Universitesi, Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim
Daly, 06330 Begevler-ANKARA

i onler. Spesifik etkisi sterol C-14 dimetilaz enzi-
mi {izerinedir. Bu enzimi inhibe ederek hiicre zart
yapisint ve igerigini degistirip, lnicre duvar sente-
zi yapan enzimlerin aktivitelerini denetim digt
birakir. Bu etki diger imidazol tirevlerine gore
daha secicidir!-3,

Kandida tiirleri ve kriptokok gibi mayalara

oidukga etkili bulunan flukonazol, dermatofitlere
daha az etkilidir3.
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Kugtimur ve ark.

Flukonazol'iin in-vivo ve in-vitro kullanimlar
arasinda iligki heniiz tam aydinlatilamamgtir4.
In-vitro galigmalar gdstermigtir ki, kiiltiir ortam-
nin igerigi, pH, inokulum miktari, inkiibasyon 1sis1
ve siiresi gibi pek cok faktdr flukonazoliin MIC
degerlerinde biiyiik farkliliklar meydana getirmek-
tedir56. Ornegin, Candida albicans (C. albicans)'a
kars1 yapilan in-vitro ¢aligmalarda, diyagnostik
test agar kullanldiginda flukonazol 100 mikrogr/
ml yogunlukta etkisiz bulunurken, en duyarh yéntem
olarak kabul edilen doku kiiltiirii agarda 0.01 mik-
rogr/ml yogunlukta etkili bulunmugtur?.

Farkl: kiiltiir ortamlarinda farkli sonuclar alin-
masi nedeni ile, biz de calismammizda mantarlarn
dretilmesinde rutin olarak kullanilan Sabouraud
besiyerinde flukonazol'iin etkisini aragtirmay:
amagcladik. Ancak baz aragtincalara gore, komp-
leks besiyerleri antagonistik etki yapabilmekte-
dir3. Bu nedenle ozellikle C. albicans igin, protein
sentezine etkili antibiyotiklerin kullarilan besiye-
rine ilavesi onerilmektedir. Biz de, kompleks be-
siyerlerinden olan Sabouraud besiyerine gentamisin
ilave ederek calismamizi gerceklestirdik.

Gereg ve Yontem

Hastanemiz Mikrobiyoloji laboratuarina gelen
cesitli drneklerden, etken olarak izole edilen 25
adet C. albicans susu flukonazol'iin in-vitro etkin-
liginin arastirilmasinda kullamilmighir. Suslarin
izolasyonunda, antibiyotik ve antifungal ajan
icermeyen Sabouraud dekstroz agar (SDA) kul-
lanulmug, rutin tiplendirme testleri8 ile tiplendiri-
len mayalar 0-3 ‘C de saklanmughr.

Standart inokulum hazirlamak igin 24 saatlik
maya Kkiiltiirlerinden homojen siispansiyonlar
hazirlanmig ve mikroskobik sayim ydntemleriyle,
gerekli sulandirimlar yapilarak ml'de 5.10° cfu
olacak gekilde standardize edilmisgtir®.

Flukonazol'in etken maddesi Pfizer-Central Re-
search, Sandwich Kent, U. K. dan elde edilmis ve
stok soliisyonu deiyonize suda iiretici firmanin
onerdigi sekilde yapilmugtir.

MIC degerlerinin saptanmasinda mikrodiliisyon
yontemi ve gentamisinli (200 mikrogr/ml) Sabou-
raud dekstroz buyyonu (SDB) kullanilmigtir3.9.
Deney sonucunda mikropleytler 30 °C de inkiibe
edilmigtir®.

Bulgular

200 mikrogr/ml gentamisin iceren SDB da, nétral
pH da, mikrodiliisyon yontemi ile flukonazoliin in-
vitro etkinligini ara§Urd1g1rfuz calisma sonucunda,
25 C. albicans sugunun % 76'sin (.5-2 mikrogr/ml
konsantrasyonlarda inhibe oldugu saptanmigtir. 2
sug 128 mikrogr/ml konsantrasyonunda da inhibe
olmadig icin direncli olarak (% 8) kabul edil-
mistir. MICsg ve MIC,, degerleri ise 1 ve 32 mik-
rogr/ml olarak saptanmagtir. Tablo 1'de 25 C. albi-
cans suslarina karsi flukonazol ile elde edilen MIC
degerleri verilmektedir.

Tartigma

Flukonazol ile yapilan in-vitro caligmalarda
degisik sonuglarin elde edilmesi in-vitro ve in-vivo
duyarlilik arasinda baglanti kurulmasin zorlag-
tirmaktadir. In-vitro calismalarin sonuglarini
degisik kiitiir ortamlarinin kullanilmasi, ortamin
pH's1, inokulum miktarn, inkiibasyon 1sis1 gibi
faktorler etkilemektedir56. Ornegin, doku kiiltiirii
agari, High Resolution Media (HR besiyeri),
SAAM-Fungal Susceptibility Medium (SAAMF
buyyonu) gibi 6zel besiyerlerinde flukonazol diigiik
MIC degerleri vermekte ve optimal aktivite
gostermektedir3.6. Sabouraud-dekstroz buyyonu,
DST agar, BHI besiyeri gibi kompleks besiyerleri
antagonistik etki yapabilmektedir. Ancak, bu be-

Tablo 1. 25 C. albicans Suglarma Karg: Flukozanol ile Elde Edilen MIC Degerleri

MIC (microgr/ml) 0.125 0.250 0.5

Suglarin sayist - - 2

2 4 8 16 32 64 128 >128

7 - 1 1 1 1 = 2*

* Direngli Suslar

158




FABAD j. Pharm. Sci., 18, 157-159, 1993

siyerlerine sitoplazmik ribozomlar diizeyinde pro-
tein sentezini Onleyen antibiyotiklerin ilave edil-
mesi ile bu etkinin ortadan kalkabildigini ileri
stiren yayinlar vardir3.

Calismamizda, mantarlann iiretilmesinde rutin
olarak kullanulan kompleks besiyerlerinden Sabou-
raud buyyonunu, gentamisin ilave ederek kul-
landik. Inceledigimiz 25 C. albicans susunun 2 sini
calighfimiz ilag konsantrasyonlarinda direncli
bulmakla birlikte, dige suslar igin, Sabouraud
buyyonu kullanan Sekhen ve ark.® MIC 100 mik-
rogr/ml sonuglarindan ¢ok daha diigiik MIC
degerleri elde ettik (Tablo 1).

MIC degerlerimiz 0.5 ile >128 mikrogr/m! arasinda
degisirken, MIC;, ve MIC,, degerlerimiz ise 1 ve 32
mikrogr/mi olarak saptanmsgtr.

Bu sonuglar Sekhon ve ark. HR besiyerindeki MIC
1.56 mikrogr/mié, Perfect ve ark.1?, Rogers ve Gal-
giani'nin!! SAAMF buyyonundaki MIC 0.125-0.5
mikrogr/ml arasindaki degerlerinden biraz
yiiksektir.

Marriot ve Richardson doku kultiirii agarda fluko-
nazol'iin, in-vitro etkinliginin diigiik pH'ya oranla
7-7.5 pH'da daha fazla oldugunu gostermigler ve
MIC degerlerini C. albicans igin 0.39 mikrogr/ml
olarak bulmuslardir3. Biz de, deneyimizi nitral
pH'da uygulacik. Ancak, MIC degerlerimiz doku
kiiltiirii agarindaki sonuglara gére yiiksek bulun-
mustur. ’

In-vivo uygulamalarda, dzellikle mayalarda, cok
etkili bulunan flukonazoll?3 in-vitro ¢alismalarda
givenilir sonuglar vermemektedir. Azol
tirevierinde in-vitro duyarhlik ile in-vivo. etki
arasindaki korelasyonun gerekli olmadig goriisiil2
flukonazol icin de gecerli olmaktadir.

Calismamuzin sonucunda, bu konuda ileri siiriilen
goriglere katilmakta ve rutin olarak kullanilan
Sabouraud besiyerine 200 mikrogr/ml gentamisin
ilavesinin, antibiyotiksiz Sabouraud besiyeri kul-
lamilarak yapilan diger caligmalarin sonuglarma
bakarak, in-vitro duyarhilik deneyleri igin uygun
olabilecegini diisitnmekieyiz. :
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